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Estimación rápida de clorofila en hojas frescas de alfalfa mediante 
NIRS usando sonda de fibra óptica 
C. PETISCO, B. GARCÍA-CRIADO, B.R. VÁZQUEZ DE ALDAN.J\.., 1. ZABALGOGEAZCOA, L. GARCÍA y A GARCÍA­
CIUDAD 
Instituto de Recursos Naturales y Agrobiología, CSIC, Apdo. 257, 37071 Salamanca 
RESUMEN: Se emplea la espectroscopía de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para estimar el conte­
nido de clorofila en muestras de hojas frescas de alfalfa. El muestreo se realizó tomando foHolos en tres posi­
ciones de la planta (basal, intermedia y apical), de dos cortes sucesivos, analizando un total de 198 muestras 
procedentes de 33 variedades. La clorofila se determinó usando dos métodos de referencia: mediante un aparato 
portátil de campo y por espectrofotometría posterior a la extracción con dimetil sulfóxído (DMSO), que sirvieron 
de base para el desarrollo de las calibraciones NIRS. Con ambos métodos, se obtienen intervalos de variación 
muy amplios, con oscilaciones entre 5,20-158,50 para el índice del contenido de clorofila (ICC), medido con el 
equipo portátil, y 0,39-4,60 mg/g para la extraída con DMSo. Para obtener las ecuaciones de calibración a partir 
del material vegetal fresco, se comparan dos modelos de calibración cuantitativa: regresión lineal múltiple (MLR) 
y regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR). Los mejores resultados se obtienen con PLSR, aplicando 
primera derivada como transformación matemática, dando lugar en la validación externa a errores estándar de 
predicción (SEP) de 12,49 y 0,24 mg/g para el ICC y la clorofila extraída con DMSO, respectivamente. 
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SUMMARY: Near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) was used to estímate the chlorophyll content in 
fresh leaves of alfalfa. Samples consisting of apical, middle and basalleaves, were collected at two different time 
periods. A total of 198 samples representing 33 cultivars were analyzed. Chlorophyll content was estímated by 
two reference methods: with a field meter, and by spectrophotometry of dimethyl sulphoxyde (DMSO) extracts. 
Wide irÍtervals ofvariation were observed for both methods: 5.20-158.50 for the chlorophyll content index (CCI) 
obtained with the field meter, and 0.39-4.60 mg/g for the DMSO extracts. To develop calibration equations for 
fresh plant material, two quantitative calibration models were compared, multiple linear regression (MLR) , and 
partialleast squares regression (PLSR). The best results were obtained with PLSR, using a first derivative trans­
formation of the data. The validation of this model gave standard errors of prediction of 12.49 and 0.24 mg/g for 
the CCI, and the DMSO-extracted chlorophyll, respectively. 
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INTRODUCCIÓN 
La alfalfa (lV1edicago sativa, L.), además de una excelente forrajera, como fuente de biomasa y proteína 
vegetal (2500 kg/ha), es una planta verde con un elevado contenido en clorofila (Del Pozo, 1983). Esta propiedad 
la confiere un interés adicional desde un punto de vista ecofisiológico, debido a varias razones: a) la cantidad 
de radiación solar absorbida por las hojas está estrechamente relacionada con la concentración foliar de 
pigmentos fotosintéticos, de forma que bajas concentraciones de clorofila limitan directamente el potencial 
fotosintético y por lo tanto la producción primaria; b) gran proporción del nitrógeno de la hoja es incorpo­
rado a la propia clorofila, por lo que cuantificando el contenido de clorofila se obtiene una medida indirecta 
de dicho nutriente; c) la pigmentación puede estar directamente relacionada con el estrés fisiológico, ya que 
en general los carotenoides aumentan y las clorofilas decrecen bajo estrés y durante la senescencia; d) la 
concentración de pigmentos cambia con factores abióticos tales como la luz (las hojas sobre las que incide 
el sol presentan una mayor relación clorofila a /clorofila b), por lo que cuantificando estas proporciónes se 
obtiene importante información sobre las relaciones de la planta con su medio ambiente (Richardson et al., 
2002). 
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Además de los aspectos antes citados, la clorofila en alfalfa puede presentar otras aplicaciones de interés 
en los campos alimentario, cosmético, farmacéutico e industrial. 
Existen varios métodos convencionales para su análisis (cromatográficos, espectrofotométricos, etc.), 
previa extracción con acetona, alcohol etílico, dimetil sulfóxido (Arnon, 1949; Hiscox e Israelstam, 1979). 
También puede estimarse in situ mediante aparatos portátiles de campo (Richardson et al., 2002). 
La espectroscopía de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS), técnica no destructiva utilizada en 
análisis muy diversos, se ha aplicado con éxito para la estimación de un gran número de constituyentes 
químicos de las plantas. Sin embargo, la bibliografía en la que aparece la aplicación de NIRS para la predic­
ción del contenido en clorofila, es muy escasa. Jiménez Márquez (2003) desarrolla calibraciones para la esti­
mación de clorofila en muestras de aceite de oliva virgen, con resultados satisfactorios; Tkachuk et al., (1988) 
también determinan clorofila en harina de semilla de colza y Oaughtry et al., (2000) aplican NIRS para el 
análisis de clorofila en hojas frescas de maíz. 
El objetivo principal de este trabajo reside en estudiar el potencial de la técnica NIRS usando sonda de 
fibra óptica, para la estimación rápida, precisa y exacta de clorofila en muestras de hojas frescas de alfalfa. 
MI\TERIAL y MÉTODOS 
Para la realización de este estudio se parte de 33 variedades de alfalfa (Medícago sativa, L.), cultivadas en 
la finca "Muñovela" (Barbadillo, Salamanca), en parcelas experimentales de 5,Ox1,3 m, distribuidas en bloques 
al azar con cuatro repeticiones. Siete de las variedades fueron sembradas en el año 2001 Y las 26 restantes 
en el 2003. Dichas variedades son representativas de una amplia gama de zonas de origen y caracteres morfo­
lógicos. Tras efectuar diversos cortes previos, en la fase de inicio de floración, se seleccionaron para este 
estudio, dos consecutivos (agosto y septiembre de 2003). En cada uno de ellos, se tornan muestras de todas 
las variedades cortando las plantas a cuatro cm del nivel del suelo y se introducen en bolsas de plástico dentro 
de una nevera portátil, para su traslado al laboratorio. Todos estos procesos y los posteriores de manipula­
ción de las muestras, se realizan con la mayor celeridad posible. Una vez en el laboratorio, de cada muestra 
se toman submuestras consistentes en hojas de tres posiciones de la planta: zona basal, zona intermedia y 
zona apical. De cada hoja se selecciona el foliolo central, siendo éste el utilizado para el registro del espectro 
NIRy seguidamente para el análisis de clorofila, mediante dos métodos convencionales que servirán de refe­
rencia. Con el primero de estos métodos, se obtiene una medida por duplicado del índice del contenido de 
clorofila (ICC) , basada en la absorbancia medida a 660 y 940 nm, utilizando un equipo portátil CCM-200 
(Opti-Sciences), para la estimación rápida y no destructiva en muestras de hojas intactas. Con el segundo, 
se determina el contenido en clorofila por espectrofotometría (Varian Cary 50, dotado con sonda de fibra 
óptica), según el procedimiento descrito por Hiscox e Israelstam (1979), que utiliza dimetil sulfóxido (OMSO), 
en la fase previa de extracción de la clorofila, realizándose las medidas a 645 y 063 nm. 
Los espectros NIR de las 198 submuestras de foliolos, se registran con un equipo FT-NIR InfraProver II 
("Class 1 Laser Product", Bran+Luebbe, Norderstedt, Alemania) empleando sonda de fibra óptica bidirec­
cional (nO 9666117) para medidas de reflectancia difusa desde 1100 a 2200 nm. De esta población de submues­
tras, se seleccionan 120 para calibración, en base a sus características espectrales (Programa PICKS, InfraAlyzer 
Data Analysis System, Technicon Instrument Corporation, Tarrytown, NY), constituyendo las 78 restantes 
el grupo de validación. Se hace un estudio comparativo de las calibraciones obtenidas mediante regresión 
lineal múltiple (MLR) y regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR), considerando en cada caso tres 
tratamientos matemáticos: log l/R (R = reflectancia), primera derivada (10) y segunda derivada.(20). Con 
las ecuaciones óptimas de calibración, se predicen los niveles de clorofila de las muestras de validación, esti­
mándose la exactitud de las predicciones mediante el análisis de regresión simple, entre los valores predi­
chos por NIRS y los obtenidos con los dos métodos de referencia considerados. 
-
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RESULTADOS y DISCUSIÓN 
Los resultados de los análisis de clorofila mediante los dos métodos (equipo portátil y método químico), 
se reflejan en la Tabla 1. Se aprecia un amplio rango de variación en ambos casos, siendo aún mayor para el 
índice del contenido en clorofila (ICC). La variación encontrada, se debe en gran parte a las distintas posi­
ciones de las hojas, de hecho, algunas hojas de la posición basal presentaban un aspecto ligeramente amari­
llento en contraste con el verde intenso de la posición apical. También ejercen influencia las distintas variedades 
consideradas, las fechas de muestreo y las oscilaciones de humedad existentes como consecuencia de trabajar 
sobre material vegetal fresco. 
Tabla 1. Rango, media y desviaciÓn estándar del contenido de clorofila en alfalfa. 
COMPONENTE GRUPO n RANGO MEDIA SD 
Clorofila (ICC) Calibración 
Validación 
Clorofila DMSO (rng/g) Calibración 
Validación 
n: !';úmero de muestras; SD, Desviación estándar 
120 
78 
120 
78 
5,20-158,50 
12,20-129,30 
0,39-4,60 
57,82 
61,65 
2,13 
35,98 
28,96 
0,83 
Thbla 2. Estadísticos de calibración y validación aplicando MLR y PLSR, 
MLR PLSR 
IIR lD 2D lD 2D 
Clorofila (ICC) 
Grupo de calib,-ación 
Long.onda 7 7 Factores JO 6 9 
RZ 0,88 0,89 0,84 RZ 0,90 0,91 0,98 
SEC 12,27 11,27 14,60 SEC 11,19 10,75 4,79 
SECV 13,96 15,10 19,27 
Grupo de validación 
r 0,58 0,66 0,68 r' 0,68 0,71 0,44 
SEP 14,07 12,64 13,55 SEP 13,68 12,49 19,99 
Clorofila DMSO (mglg peso fresco) 
Grupo de calibración 
Long.onda 7 7 7 Factores 11 7 6 
R' 0,86 0,86 0,84 R' 0,91 0,92 0,95 
SEC 0,32 0,30 0,33 SEC 0,25 0,23 0,19 
SECV 0,37 0,35 0,44 
Grupo de validación 
r 0,73 0,72 0,66 r' 0,69 0,78 0,54 
SEP SEP 
R': Coeficiente de determinación múltiple; SEC: Error estándar de calibraciÓn; SECV: Error estándar de validación cruzada; r: Coeficiente de determinación; 
SEP: Error estándar de predicción. 
Se obtiene una correlación altamente significativa entre el ICC y el contenido en clorofila DMSO (r 
0,83; n = 198). 
Los resultados de los modelos de calibración cuantitativa empleados, regresión lineal múltiple (MLR) y 
regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR), se resumen en la Tabla 2. Los estadísticos de calibra­
ción son siempre mejores con PLSR, obteniéndose al considerar las tres transformaciones matellJ.'áticas, 
coeficientes de determinación (R2) de 0,90-0,98 en las estimaciones del ICC y de 0,91-0,95 en las del conte­
nido de clorofila DMSO. Mediante MLR se alcanzan coeficientes de determinación notablemente más bajos: 
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0,84-0,89 para ICC y 0,84-0,86 para clorofila DMSO. Asimismo, los errores de calibración (SEC) son también 
más bajos cuando se aplica PLSR. Existe una alta correlación entre los valores predichos por NIRS y los obte­
nidos mediante los métodos de referencia, si se consideran las muestras de calibración, como se muestra en 
la Figura 1, en la que se ha representado los resultados correspondientes a PLSR con ID, por ser éste el trata­
miento con el que se obtienen las validaciones externas óptimas. 
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Figura 1. Relación entre valores predichos por NIRS y obtenidos por los métodos de referencia, 
de las muestras de calibración con primera derivada, para clorofila ICC y DMSO (mg/g), usando 
regresión lineal múltiple (MLR) y regresión por mínimos cuadrados parc:ales (PLSR). 
Los estadísticos de la validación externa, con las 78 muestras no incluidas en la calibración, se resumen 
en la Tabla 2. En la Figura 2 se representan las regresiones óptimas (ID). Teniendo en cuenta los estadís­
ticos de calíbración, la validación externa corrobora que se obtienen mejores ajustes con PLSR que con MLR, 
siendo en ambos, ID el tratamiento matemático que conduce a las estimaciones más exactas. Con este trata­
miento se obtienen errores estándar de predicción (SEP) de clorofila ICC de 12,64 y 12,49 con MLR y PLSR 
respectivamente y en la estimación de la clorofila DMSO de 0,26 mg/g y 0,24 mg/g respectivamente. Los 
resultados son satisfactorios, tanto para ICC como para el contenido de clorofila D.\1S0, aunque mejores en 
el último caso. 
. 
Se alcanzan valores para la relación SD/SEP próximos a 3 (2,3 para ICC y 2,8 para clorofila DMSO, con 
PLSRy ID), nivel señalado por Williams y Sobering (1993) a partir del cual se considera adecuada la técnica 
NIRS para criterios de diagnóstico e investigación. 
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Comparativamente, los resultados del contenido de clorofila DMSO obtenidos en este trabajo, son simi­
lares en cuanto a SEP a los conseguidos por Jiménez Márquez (2003) en la determinación de clorofila en 
muestras de aceite de oliva virgen; sin embargo, obtienen coeficientes de correlación ligeramente más altos 
en la validación. Ello puede ser debido en parte, a que este autor registra los espectros entre 450 y 2500 nm, 
esto es, considera también la región visible, que puede ser importante en la determinación de este parámetro. 
De hecho, afirma que la banda comprendida entre 450 y 750 nm es una de las de mayor contribución al modelo 
de predicción. Tkachuk et al. (1988) determinan clorofila en harina de semilla de colza mediante Vis-NIR 
(aparato de 4 filtros) y desarrollan las calibraciones incluyendo dos longitudes de onda en la banda antes 
citada y de la región NIR consideran 1712 y 2100 nm. Longitudes de onda de este orden son también selec­
cionadas en nuestros modelos de predicción al utilizar MLR. 
De los resultados puede concluirse que la técnica NIRS ofrece una alternativa para la estimación rápida 
y con exactitud aceptable, del índice de clorofila (valor relativo) y del contenido total de clorofila en muestras 
frescas de alfalfa. . 
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Figura Z. Relación entre valores predichos por NIRS y obtenidos por los métodos de referencia, 
de las muestras de validación con primera derivada, para clorofila ICC y DMSO (mglg) , usando 
regresión lineal múltiple (MLR) y regresión por mínimos cuadrados parciales (PLSR). 
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